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研究成果の概要（和文）：口腔がんの凍結検体とヒト正常口腔粘膜組織を用いて、2500種類のmicroRNA (miRNA)
の網羅的発現解析を行い、がん遺伝子として働くOnco-miRNAおよびがん抑制遺伝子として働くTumor-suppressor
 miRNAを抽出した。miR-205-5pはTIMP-2の発現を抑制してMMP-2の酵素活性を制御することが明らかとなった。
MMP-2が細胞外基質を分解し、がん細胞が浸潤すると考えられるため、miR-205-5pは上記の経路を制御すること
で口腔がんのTumor-suppressor miRNAとして働いている可能性が示唆された。
研究成果の概要（英文）：To identify oral cancer-associated microRNAs (miRNA), samples (tumor and 
normal tissue) were analyzed with microRNA microarray. Candidate miRNAs with expression levels that 
were significantly altered in oral cancer samples or selected from a literature review were 
identified as Onco-miRNA or Tumor-suppressor miRNA. We found that miR-205-5p functions as a tumor 
suppressor in oral squamous cell carcinoma (OSCC), that miR-205-5p directly regulates TIMP-2 
expression, and that miR-205-5p suppresses pro-MMP-2’s activation by regulating the TIMP-2 
expression in OSCC cells. Thus, it may be possible to use miR-205-5p to regulate specific 
tumor-progressive genes as a novel therapeutic approach to treating OSCC.
研究分野：外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
microRNA (miRNA)は約22ヌクレオチドのRNA
で、標的遺伝子の mRNAの翻訳を抑えること
で発生や分化の調節にかかわり、その機能の
異常はがんの発生に関与することが明らか
にされてきた。これらのmiRNAの機能を標的
とした診断・治療法が現在模索されており、
過剰発現や発現低下しているmiRNAを抑制あ
るいは補うことで、がんの治療が可能となる
ことが期待されている。 
我々は以前の研究で、正常組織に比べて口腔
がん細胞株や口腔がん臨床検体で発現が増
強しているmiRNAと減弱しているmiRNAを見
つけてきた。また血清中あるいは唾液中に分
泌される miRNAとがん細胞内にとどまる
miRNAも同定してきた。しかし、口腔がん関
連 miRNAは報告者によってまだ異論も多く、 
癌促進型miRNA (Onco-miR)、癌抑制型miRNA 
（Tumor suppressor-miR）の傾向さえ示され
ていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、多くの臨床検体とより多くの
miRNAについて総合的機能解析を行うことで、
reference dataとして口腔がん関連miRNAを
提示し、さらには遺伝子の発現制御をつかさ
どる miRNAを応用した新しい口腔がんの診
断・治療法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①miRNAの網羅的発現解析口腔扁平上皮癌 9
検体(うち転移を伴う検体：3検体)と正常口
腔粘膜組織4検体の凍結検体を用いて、total 
RNAを抽出しmiRNAマイクロアレイにて2565
種のmiRNAの発現解析を行った。 
②ホルマリン固定パラフィン包埋生検検体
(FFPE)を用いての発現解析 
筑波大学附属病院歯科口腔外科で口腔がん
（扁平上皮癌）と診断され、初回治療を受け
た 72症例から無作為抽出した非転移症例 40
例および転移症例 30例の計 70例の組織の 
FFPEからtotal RNAを抽出してqRT-PCRによ
る発現解析を行った。 
③口腔がん細胞株の形質転換 
miRNA mimicや inhibitorを転移／非転移性
口腔がん細胞株に導入して形質転換を行い、
口腔がん細胞株の増殖能・浸潤能の変化を観
察した。 
④主要な口腔がん関連 microRNAの標的遺伝
子の検索 
以上の実験で得られた主要なmiRNAに対して、
複数のアルゴリズム（DIANA-MICROT、miRDB、 
Micro RNA.org、TargetScan-VERT）を用いて、
その標的となる mRNAを決定し、シングルア
ッセイを行った。 
 
４．研究成果 
①miRNAの発現を網羅的に解析し、口腔がん
に特異的に発現するmiRNAと頸部リンパ節転
移に関連するmiRNAを同定した。これまでの
研究により、既にリンパ節転移並びに予後と
発現状態が関連するmiRNAを絞り込んでいる
が、さらに多くのmiRNAを探索し、悪性度に
関与するmiRNAをある程度絞り込んだ。この
結果より、リンパ節転移の制御に関与する
可能性のある miRNAとして miR-7-5p、
miR-31-3p、miR-224-5pを抽出した（図1）。 
②網羅的解析において口腔がんの発 現 と 転
移を促進すると 思われた miRNAであった
が,qRT-PCRでは非転移群の方が miRNAの発
現量が多いという結果となった。また、発現
量と生存期間の比較においては、有意な差は
認めなかった（図2）。 
 
 
③口腔がん細胞株で miR-205-5pの形質転換
を行い、機能解析を行った。 
上記の結果より、以前の研究成において、口
腔がん由来細胞株の非転移性株において転
移性株より発現が有意に高い miR-205-5pに
着目して、発現および機能解析を行った。
miR-205-5pの発現はqRT-PCRで測定し、 
口腔がん組織検体および転移性・非転移性口
腔がん細胞株で網羅的解析と矛盾のない結
果を得た（図3）。 
 
 
図1. miRNAの網羅的発現解析 
図2. FFPEにおける各miRNAの発現解析と生存曲線 
  図3. miR-205-5pの発現解析 
 
次に、miR-205-5pのmimicを導入し、その発
現を増強させ、浸潤能を測定したところ、有
意に抑制された（図4）。 
  図4. miR-205-5pの機能解析 
 
④主要な口腔がん関連 microRNAの標的遺伝
子の検索 
データベースをもとに miR-205-5pの塩基配
列との相補性から標的となりうる遺伝子を
検索した。抽出された複数の標的遺伝子の
候補のうち上皮系がん細胞の浸潤に関わる
「上皮間葉転換(EMT)」に関連する遺伝子と
さ れるZEBを分析対象とした。 miR-205-5p
とZEBの関連の有無を検証するため、転移性
口腔がん由来細胞株を用いて miR-205-5pの
強制発現およびノックダウンによる両 者 の
mRNAレベルの発現変化を RT-PCRにて測定し
た。結果はmiR-205-5pの強制発現によりZEB
の発現はコントロール群と比較して有意に
低下していることが確認された。さらに ZEB
が転写因子として作用する E-cadherinに関
してはZEBとは逆相関の関係で発現の増加が
認められた。 
さらに、細胞外基質分解酵素であるMMP-2の
酵素活性に関与する TIMP-2も、miR-205-5p
の制御を受けているため分析した。TIMP-2は 
miR-205-5pの強制発現によって、mRNA・タン
パク質ともに発現現弱することが確認され
た（図 5）。また、口腔がん細胞株において
TIMP-2のノックダウンをしたところ、浸潤能
が有意に抑制された（図5）。 
    図5. miR-205-5p強制発現にによる  
        TIMP-2の発現状態 
  図6. miR-205-5pによるMMP-2活性制御 
   
miR-205-5p mimic 導 入 細 胞 株 で は
Active-MMP2の割合が減少したため、
miR-205-5pは TIMP-2の発現抑制を介して
MMP2の酵素活性を抑制することが示唆され
た（図6）。 
以上より、口腔がんにおいて miR-205-5pは
Tumor suppressor-miRNAとして作用しており、
TIMP-2はmiR-205-5pのTarget geneである
ことを明らかにした。がん細胞は過剰に
MMP-2を活性化させ基底膜を破壊し、浸潤・
転移していくことが考えられているが、
miR-205-5pがその抑制を行っている key 
geneである可能性が示唆された。 
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